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摘要：目的 探讨白细胞介素-18（IL-18）的表达与慢性HBV感染后不同疾病转归患者的相关性及其临

床意义。方法 收集230例慢性HBV感染后不同疾病患者肝脏组织和临床资料，采用半定量SP免疫组织

化学法检测HBV感染者肝组织中IL-18的表达情况，并与患者的临床生物化学指标、肝脏炎症分级和

纤维化分期进行比较，分析肝脏组织中IL-18表达与上述指标的相关性。结果 IL-18在肝脏组织中以肝

细胞细胞质表达为主，半定量分析结果显示，在健康者、CHB、肝硬化、HBV相关性肝癌患者肝组

织中的IL-18表达，差异均有统计学意义（P ＜ 0.05）；IL-18 在HBV感染者肝组织中的表达与ALT水
平、肝脏炎症及纤维化程度均呈正相关（r = 0.184、0.169、0.085，P = 0.015、0.021、0.032）。结论  
IL-18表达强弱与HBV感染的免疫发病机制有关，IL-18参与了HBV感染的慢性化和疾病的转归。
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Expression and clinical significance of interleukin-18 in the liver tissues of CHB patients with different 
prognosis
GAO Yu-feng, TANG Lei, PAN Gao-feng, YIN Hong-juan, YE Jun, ZOU Gui-zhou, LI Xu (Department of 
Hepatopathy, The Second Affiliated Hospital of Anhui Medical University, Hefei 230601, China)
Abstract: Objective To investigate the relationship and clinical significance between interleukin 18 (IL-18) 
expression in liver tissues and CHB patients with different prognosis. Methods Total of 230 CHB patients 
in the Second Affiliated Hospital of Anhui Medical University were enrolled. The tissue specimens were 
obtained by liver biopsy from all patients, and 21 normal liver specimens were also collected as controls. The 
liver function and liver inflammation grades and fibrosis stages were assessed. Immunohistochemical method 
was used to detect the expression of IL-18 in liver tissues. Spearman rank correlation was used to analyze 
the correlations between IL-18 expression and the above indicators. Results IL-18 was mainly expressed in 
the cytoplasm of hepatocytes. The difference of IL-18 expression level between CHB patients and healthy 
people has statistically significance (P ＜ 0.05). In patients with HBV infection, the expressions of IL-18 are 
gradually increased with elevated levels of alanine aminotransferase, aggravating the degrees of inflammation 
and fibrosis (r = 0.184, 0.169, 0.085, all P ＜ 0.05). Conclusions The expression of IL-18 may be involved in 
liver injury and disease progression in CHB.
Key words: Interleukin-18; Hepatitis B virus; Immnnohistochemistry; Disease progression

乙型肝炎病毒感染后不同疾病转归的机制一直

是国内外肝病研究领域的热点。免疫反应导致的病

理损伤始终贯穿于HBV感染的发生、发展及转归，

在这个过程中涉及多种免疫细胞及其分泌的细胞因

子，白细胞介素-18（interleukin-18，IL-18）是其

中重要的一种。在慢性HBV感染者血清的研究中发

现，IL-18表达的水平高低与疾病进展快慢、病情

严重程度及转归有着重要作用，但其尚不能真实反

映IL-18在肝脏组织中的表达水平。本研究采用免

疫组化的半定量检测方法直接观察IL-18在HBV感
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片），以磷酸盐缓冲液（PBS）代替一抗作为阴性对

照。IL-18一抗为兔抗人单克隆抗体（购自美国Santa 

Cruz生物技术有限公司，工作浓度为1︰200）。

1.6 结果判断  在显微镜下观察，肝脏实质细胞胞膜

或细胞质内棕黄色颗粒为阳性结果。依据参考文

献[3]根据染色深度及阳性细胞数，按下列方法进行

综合半定量分析：染色强度（以多数细胞的呈色

反应为判断依据）的计分标准按阴性0分，弱阳性

染色为1分，阳性（中等强度）染色为2分，强染

色为3分；阳性细胞计分按阴性（未见阳性细胞）

为0分，＜ 50%为1分，50%～80%为2分，＞ 80%

为3分。两者综合判断将表达分为4级，即阴性为

（－）为0分，弱阳性（＋）为1～2分，阳性（2

＋）为3～4分，强阳性（3＋）为5～6分。

1.6 统计学处理  采用SPSS 16.0软件和Excel 2003进

行统计处理，分类资料采用χ2
检验及Spearman秩相

关分析。各检验水平中α = 0.05，P ＜ 0.05为差异有

统计学意义。

2 结果

2.1 IL-18在HBV感染者肝组织中的表达特点  IL-18

在肝脏组织中以肝细胞的细胞质表达为主，在CHB

中以弱阳性表达为主，肝硬化以弱阳性、阳性表达

为主，肝癌的阳性、强阳性及阴性表达者较CHB

和肝硬化均有所增多，差异有统计学意义（P ＜ 

0.05）；其中CHB组与对照组比较，IL-18表达差异

更显著（P ＜ 0.01），见图1、表1。

2.2 不同炎症分级HBV感染者肝组织中IL-18表达  

随着炎症程度的加重，IL-18在患者肝组织中的表

达逐渐增强（r = 0.169，P = 0.021），呈明显正相

关关系，见表2。

2.3 不同纤维化分级HBV感染者肝组织中IL-18表达  

同炎症分级一致，IL-18在HBV感染者肝组织中的

表达随着纤维化程度加重而逐渐增强（r = 0.085，

P = 0.032），见表3。

2.4 不同ALT水平HBV感染者肝组织中IL-18的表达  

Pearson相关性分析显示，IL-18表达与ALT水平呈

正相关，随着ALT升高，IL-18的表达明显增强，r 

= 0.184，P = 0.015，见表4。

染者肝组织中的表达情况，探讨IL-18在HBV感染

不同疾病阶段的表达及意义。

1 资料与方法

1.1 一般资料  选择2010年1月至2013年6月本院肝病

科行肝组织活检的慢性HBV感染者196例和在普外

科行肝癌手术患者34例，共230例，记录入组患者

的各项临床资料。入组患者按照临床诊断类型分为

CHB组147例、肝硬化组49例、肝癌组34例。230例

患者包括男性153例，女性77例，年龄13～70岁，

平均年龄（32.15 ± 10.24）岁。另选择本院同期行

手术切除的肝血管瘤患者21例为对照组。各组患者

性别、年龄等一般资料差异均无统计学意义，具有

可比性。

1.2 疾病诊断标准  疾病诊断均符合《病毒性肝炎防

治方案》[1]。入组条件包括①HBV感染＞ 6个月；

②TBil ＜ 34.2 μmol/L；③HBV DNA定量＞ 1000拷

贝/ml；④既往无抗病毒治疗；⑤排除其他嗜肝病

毒感染、酒精性肝病、非酒精性脂肪性肝病及自身

免疫性肝病；⑥入组前3个月未使用任何抗病毒药

物及甘草酸类、双环醇和五味子类降酶药物等。

1.3 临床指标检测  采用罗氏Cobas全自动电化学发

光免疫分析系统检测乙型肝炎病毒标志物，试剂由

罗氏诊断试剂有限公司提供；采用实时荧光定量

PCR法检测HBV DNA，试剂由上海复兴生物高科

技有限公司提供，HBV DNA最低下限为1 × 103拷

贝/ml；采用美国Beckman BX 800全自动生化仪及

其试剂检测肝功能。

1.4 病理组织检查  肝组织活检采用1秒钟快速穿刺

活检术，肝组织长度一般在1.5～2 cm，样本先用

4%甲醛溶液固定，酒精脱水、石蜡包埋以及常规

组织切片，苏木精-伊红（HE）及网状纤维染色，

光学显微镜多视野观察，依据2011年《慢性乙型肝

炎防治指南》[2]的诊断标准进行病理分级。

1.5 IL-18表达的检测  石蜡包埋样本进行4 μm连续切

片，作HE、Mason、VG、网状纤维染色，显微镜下

观察。免疫组织化学染色采用SP方法进行，按照试剂

盒说明书操作（SP试剂盒购自福州迈新生物技术开

发公司）。设阳性对照（福州迈新公司提供标准阳性
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等。Li等[5]发现IL-12水平下降时，IL-18倾向于参与

体内的Th2免疫应答，清除HBV能力明显降低，从

而表现为慢性感染。除了体内IL-12以及IL-18的水

平降低因素外，还有如HBV发生变异等，均使体内

的Th1/Th2应答中的Th2反应明显上调，极大程度的

抑制机体的细胞免疫功能，抗病毒能力必然下降，

形成HBV的持续感染以及最终的一系列不同的转归

结果。

有研究[6]表明，外在与内在的相关因素导致肝

脏屏障功能损害是慢性重型乙型肝炎的重要发病机

制。一旦肝脏屏障保护受到破坏，极容易形成内毒

素血症。尤其来自肠源性，能够明显诱发机体产生

大量的细胞因子及炎性介质，常见有IL-6、IL-18、

内皮素及NO、TNF-α等，由于TNF-α又可以使得IL-6

和IL-18产生增加，彼此形成相互不断增强的正反馈

效应，从而导致肝脏炎症程度不断加重，病情持续

恶化。另一方面对于重型肝炎患者肝脏合成及代谢

功能明显下降，对这些细胞因子的清除减少，最后

结局为体内的细胞因子水平升高[7,8]。研究发现[9]在

健康人群、慢性乙型肝炎患者、慢性重型乙型肝炎

患者血清中IL-18的表达水平逐渐升高，而且3组相

比较差异均有统计学意义。刘曦东等[10]研究发现，

血清IL-18水平与肝脏炎症程度密切相关，与ALT、

AST和TBil水平均呈正相关。说明炎症程度越重，

IL-18水平越高。本实验结果与上述血清结果具有

一致性。

HBV感染后期常伴有严重的内毒素血症，

IL-18可能会借助内毒素为中间媒介使得体内的Th1

型细胞因子产生增加，如IFN-γ、IL-8、TNF-α等，

肝脏炎症进一步加重，直至形成肝硬化[11]。在小鼠

模型研究中，亦得出IL-18能够诱发Con-A诱导的肝

纤维化。王淑琴等[12]通过研究表明，肝硬化患者其

IL-18的表达明显高于健康者及慢性乙型肝炎者，

且在肝硬化病程的不同阶段中，其表达也具有明显

差异。在Child-Pugh A、Child-Pugh B、Child-Pugh 

C级3组肝硬化患者血清IL-18水平差异亦有统计学

意义（P均＜ 0.05） [13]。Fimotto等[14]通过转基因

技术，将转基因的IL-18小鼠和野生型小鼠进行观

图 1  IL-18在CHB肝脏组织的表达情况（DAB染色，400 ×）
注：A：IL-18阴性表达的肝组织；B：IL-18弱阳性表达的肝组织；

C：IL-18阳性表达的肝组织；D：IL-18强阳性表达的肝组织

3 讨论

HBV感染后，体内若能诱发强烈的免疫反应则

可加快病毒的清除，表现为急性活动或自限性治愈

倾向；反之免疫反应较弱，不能够彻底清除病毒或

者部分清除，则病毒形成慢性持续性感染[4]。IL-18

是一种强有力的免疫调节因子，之所以能够导致

肝脏发生免疫损伤，主要通过与Th1细胞因子组成

的细胞因子级联。人体感染HBV后，IL-18参加Th1

和Th2免疫应答受到某些条件的限制，其中机体的

免疫环境起到主导作用，如其他相关细胞因子水平
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表 1 HBV感染后不同阶段肝组织内IL-18的表达[例（%）]

疾病谱

IL-18在肝内组织的表达强度

－ ＋ 2＋ 3＋

CHB组（n = 147） 36（24.5） 98（66.7）   10（6.8）   3（2.0）

肝硬化组（n = 49）   6（12.2） 28（57.1） 10（20.4） 5（10.2）

肝癌组（n = 34）     2（5.9） 11（32.3） 15（44.1） 6（17.6）

对照组（n = 21）   4（19.5）   4（19.5）   5（23.8） 8（38.1）

表 2 肝组织内IL-18的表达与肝脏炎症分级的关系[例（%）]

炎症分级
IL-18在肝内组织的表达强度

－ ＋ 2＋～ 3＋

G0～G1（n = 147） 29（19.7） 103（70.1） 15（10.2）

G2（n = 65） 14（21.5）   22（33.8） 29（44.6）

G3～G4（n = 18）     1（5.6）   12（66.7）   5（27.8）

表 3 肝组织内IL-18的表达与肝脏纤维化分期的关系[例（%）]

纤维化分期
IL-18在肝内组织的表达强度

－ ＋ 2＋～ 3＋

S0～S1（n = 164） 24（14.6） 109（66.5） 31（18.9）

S2（n = 53） 18（40.0）   22（41.5） 13（24.5）

S3～S4（n = 13）   2（15.4）     6（46.2）   5（38.5）

表 4 HBV感染者肝组织内IL-18的表达与ALT水平的关系[例（%）]

ALT
IL-18在肝内组织的表达强度

－ ＋ 2＋～3＋

＜ 40 U/L（n = 99） 22（22.2） 55（55.6） 22（22.2）

≥ 40 U/L且≤ 80 U/L（n = 81） 17（21.0） 51（63.0） 13（16.0）

＞ 80 U/L（n = 50）   5（10.0） 31（62.0） 14（28.0）

察，经过一段时间观察后，评估两组小鼠的一般情

况，得出转基因的IL-18小鼠很快出现严重的肝功

能损害，机体抵抗力进行性下降，生存时间较野生

型小鼠明显缩短。同时进一步研究发现，在这些经

过转基因的IL-18小鼠肝脏组织中，汇管区以及间

质发生了程度较重的纤维化和大量的胶原增生。这

与本研究的实验结果一致。这些研究结果均进一步

证实了IL-18在肝硬化的发生发展过程中起着重要

的作用。

HBV慢性感染后病情持续进展，最终部分患

者肝脏细胞癌变，导致HCC。IL-18是一种具有多

种生物学功能的细胞因子，尤其具有重要的抗肿瘤

作用。IL-18能通过促进体内NK细胞的增殖和活化

进行抑制肿瘤生长，当效应细胞的FasL与靶细胞

的Fas相结合时，则会导致靶细胞的快速凋亡，抑

制肿瘤细胞的复制[15-16]。张鲁勤等[17]通过在恶性肿

瘤患者化疗后补充血浆内的IL-18，观察到体内的

IL-2及IFN-γ等细胞因子表达明显上调，NK细胞杀

伤肿瘤细胞的活性明显增强，一定程度上抑制肿瘤

的生长及转移。本研究发现，IL-18在肝癌组织中

明显呈强阳性表达，与上述研究结果一致。因此，

IL-18表达水平与肝癌的形成可能密切相关。

本研究显示，对于IL-18在慢性乙型肝炎、肝

炎肝硬化及原发性肝癌患者的肝脏组织中的表达差

异有显著统计学意义，提示HBV感染后的慢性进展

过程中，IL-18通过直接或间接的途径发挥着重要

作用。本研究的不足之处在于 IL-18只是许多参与

免疫反应的细胞因子之一，IL-18与其他相关细胞

因子如IL-12、IL-10在肝脏组织中表达的相互关系

有待于深入的研究。
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